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– Pesquisa de coliformes totais e E. coli por 
NMP 
– Pesquisa de enterococos por NMP 
– Vantagens do método NMP 
– Desvantagens do método NMP 
– Controlo de Qualidade 




• 2001 – Campanha «Areia Limpa, Praia 
Saudável»  
 
• No âmbito do projecto “ICREW” ambas as 
entidades (INSA e APA) procederam à revisão, 
validação e desenvolvimento de alguns 





HISTORIAL (cont.)  
• Conclusões: 
 
– Monitorização da qualidade das areias das praias - 
análise da areia seca. 
•  A água fornece informação que pode dispensar a 
análise da areia molhada ( correlação positiva 
entre estes dois parâmetros); 
 
– Os indicadores com melhor desempenho foram os 
coliformes totais, a Escherichia coli e os 
enterococos intestinais. 
 
HISTORIAL (cont.)  
 
•  Conclusões (cont) 
 
– o método selecionado foi o Número Mais Provável 
(NMP) para a determinação de coliformes totais 
incluindo E. coli (HPA NHS W18:2005); 
 
–  o método do NMP para os enterococos intestinais 





HISTORIAL (cont.)  
• Valores Máximos Recomendados (VMR) e 






Parâmetros  VMR VMA 
Coliformes totais 5 pfc/g 100 pfc/g 
Escherichia coli 1 pfc/g 20 pfc/g 
Enterococos intestinais  1 pfc/g 20pfc/g 
 Tabela 1 
Os valores indicados basearam-se nos valores limites aceites para a classificação das águas 
balneares indicados na legislação em vigor , àquela data. 
 
LABORATÓRIO 
 Pesquisa de coliformes totais e 
E.coli por NMP 
 • Num copo com anti-espuma adiciona-se 10 ml 
de amostra (lavado da areia) e 90 ml de água 
destilada estéril; 
 
• Acrescenta-se o meio de cultura  
Colilert-18 e aguarda-se 10 minutos 
 até dissolver; 
 
•  Homogeniza-se bem e coloca-se 
 num Quanty Tray, selando no aparelho. 
Pesquisa de coliformes totais e 
E.coli por NMP (cont.) 
•  Incuba-se (18 ± 2) horas a (36 ± 2) ºC  
 
• A utilização do substrato ONPG, pela enzima 
ß-galactosidase (acidificação do meio  
e respectiva viragem do indicador);  
 
• Total de poços amarelos = NMP  
de coliformes totais, presente  




Pesquisa de coliformes totais e 
E.coli por NMP (cont.) 
• Na câmara de UV (360 nm) contam-se os poços 
com fluorescência, que revelam a produção de 





• Aplicando a tabela calcular o NMP de E. coli 
presente em 10 ml de amostra. 
 
Pesquisa de enterococos  por 
NMP 
 
• Num copo com anti-espuma adiciona-se 10 ml 
de amostra (lavado) e 90 ml de água destilada 
estéril; 
 
• Acrescenta-se o meio de cultura Enterolert-E e 
aguarda-se  10 minutos até dissolver; 
 
•  Homogeniza-se  bem e coloca-se num Quanty 
Tray. 
 
Pesquisa de enterococos por 
NMP (cont.) 
 
• Incuba-se (24 ± 4) horas, a (41 ± 0,5) ºC e 
contam-se os poços fluorescentes em câmara 
de UV, que revelam a produção sa enzima ß-D-
glucosidase; 
 
• Total de poços fluorescentes = NMP de 
enterococos, presentes em 10 ml de amostra 
depois de comparado com a tabela. 
 
Vantagens do método NMP 
 
• Operacionalmente muito superior.  
• Não exige preparação de meios, esterilização 
destes ou de material. 
• Resposta mais rápida (18±2) ou (24±4) horas 
• Muito fácil leitura 
• Muito menos subjectivo – pouca influência da 
perícia do operador. 
Desvantagens do método NMP 
• Elevado custo do selador 
Controlo de Qualidade 
• Controlo de Qualidade Interno 
– Por cada lote e de 3 em 3 meses 
• Colilert 
– C+ - Mistura de Klebsiella aerogenes e E. coli 
– C- - Pseudomonas aeruginosa 
• Enterolert 
– C+ - Enterococcus faecium 
– C- - Serratia marcescens 
 Aerococcus viridians 
 Klebsiella oxytoca 
 
Controlo de Qualidade (cont.) 
 
• Controlo de Qualidade Externo 
– Participação em Ensaios Interlaboratoriais do 
Programa Internacional EQUASE. 
 
Expressão dos resultados 
• Os resultados são expressos em pfc/g. 
 
• As apreciações baseiam-se na Tabela 1, 
sendo as areias classificadas como: 
–  “Os valores obtidos não excedem os valores 
recomendados” 
– “Os valores obtidos excedem os valores 
recomendados” 
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Natureza da amostra: Areia 
Origem:   
Ponto de colheita: Zona seca    
Data de colheita: 29/08/2011 
Efectuada por:   
Transportada por : Transportadora  
Amostragem : DSA ASMI-PE01_03 L (não incluída na acreditação) 
    
 
Parâmetro, Método                                                            Resultados   Unidades                                         VMR** 
Resultados 
Bactérias coliformes, DSA ASMI-PE13_02L (HPA NHS W18:2005) - NMP <1 pfc/g 100/g 
Escherichia coli, DSA ASMI-PE13_02L (HPA NHS W18:2005) - NMP <1 pfc/g 20/g 
Enterococos intestinais, ASTM D 6503-99:2005-NPM 1 pfc/g 20/g 
NMP - Número mais provável   ufc - Unidades formadoras de colónias       VMR - Valor máximo recomendado      
Apreciação de resultados 
OS VALORES OBTIDOS NÃO EXCEDEM OS VALORES RECOMENDADOS. 
Data de saída : 02/09/2011 
Natália Faria 
Responsável Técnico 
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**Os valores limite recomendados baseiam-se no Relatório Final do estudo "Qualidade Microbiológica de Areias de 
Praias" 2002, Associação das Bandeiras Azuis da Europa. 
Os resultados constantes do presente relatório referem-se apenas aos itens ensaiados. 
A reprodução parcial desde relatório de ensaio não pode ser efectuada sem a autorização do Laboratório. 
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